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ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

T. MANN

Postepy w biologii gamet. |. Problemy u samcow ¥)

Z Zakladu Fizjologii i Biochemii Sekcji Rolniczej Rady Naukowej w Cambridge (Wielka Brytania)

Przeglad zagadnien z zakresu biologii ga-
met, stosownie do zyczenia organizatorow
kongresu, bedzie przedstawiony w dwéch czes-
ciach. Mnie przypada w udziale oméwienie
probleméw zwigzanych z komérkami rozrod-
czymi samca, a problemy dotyczgce samicy
przedstawi profesor Thibault.

Z przyjemno$cig skorzystalem z propozycji
przygotowania tego referatu, gdyz odczuwam
obecne zaproszenie jako znak $cislej wspoélpra-
¢y w zakresie biologii rozrodu miedzy pracow-
nikami nauki Krakowa i Cambridge. Wspolne
wysitki badawcze siegajg wielu lat wstecz. Je-
dno z owocnych osiggnieé¢ wezedniejszej wspdl-
pracy pozwole sobie nazwaé: jagnieciem — u-
rodzonym przed 40-tu laty (w dniu 28.1V.1936
r.), a ochrzczonym ,Lotnik”. Ojcem tego nie-
zwyklego zwierzecia byl tryk rasy Suffolk, kt6-
rego nasienie pobral w Cambridge Artur Wal-
ton i przesylka lotnicza w termosie z lodem
wystal do Polski, gdzie Roman Prawochenski
z Uniwersytetu Jagiellofiskiego uzyl je do za-
plodnienia owcy rasy biata $winiarka, ktoéra
w wyniku tego pierwszego eksperymentu stala

*) _Referat wygtoszony na VIII Miedzynarodowym Kongre-

sie Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat, Krakéw
12—16.VIIL.1976 r.

sie matkg ,,Lotnika”. To jest chyba znamienne,
ze nasz gospodarz Wladyslaw Bielanski jest
uczniem Prawochenskiego i byl takze wprowa-
dzony w badania nad plemnikami przez Wal-
tona.

Od czasu szczefliwego wydarzenia urodzenia
,Lotnika” zostal dokonany wiele znaczacy po-
step w biologii nasienia, ale w moim referacie
zamierzam omowié tylko niektére kierunki jako
przyklady droég, ktorymi biegnie obecnie postep
w badaniach nad nasieniem samcéw.

Podejscie metodologiczne

Wiekszoéé osiggnie¢ w ostatnich badaniach
zostalo dokonanych dzieki postepowi metodolo-
gicznemu. Pomiary koncentracji i ruchliwos$ci
plemnikéw mogg by¢ wykonane obecnie bar-
dziej obiektywnymi metodami, z ktorych ostat-
nio zasluguje na szczegdlng uwage innowacja
wprowadzona przy analizie obrazu plemnikéow
komputerem, albo specjalnym urzgdzeniem ,,Qu-
antimet” (4). Wzrosto tez zastosowanie mikro-
skopu elektronowego dzieki czemu ustalono
zalezmosci miedzy réznymi typami nieprawidlo-
wosci w ejakulowanych plemnikach, a zaburze-
niami w czasie spermatogenezy i dojrzewania
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plemnikow w najgdrzu. Ten sposéb badania
okazal sie specjalnie wartosciowym w bada-
niach przyczyn obnizonej plodnosci
duzych zwierzat gospodarskich i zapewnia bar-
dzie] skuteczne wykorzystanie spermiogramow
(2).

Zaréwno w badaniach ultrastrukiury jak i
biochemicznych zaznacza sie wyraznie przesu-
niecie punktu ciezkosci z obserwacji catego ple-
mnika na izolowane organella plemnika.

Stalo sie to mozliwe dzieki rozwinieciu me-
tod mechanicznego i chemicznego oddzielania
blony komoérkowej plemnika, akrosomow, ja-
dra, mitochondriow, kropel cytoplazmatycz-
nych i innych komponentéow (axonem). Podob-
na tendencja zaznacza sie w badaniach komo-
rek rozrodczych przechodzacych rozwéj w ja-
drach (testes). Istotnie wzrasta wykorzystanie
izolowanych kanalikow masieniotwoérczych dla
badan nad spermatogenezs, a fragmenty komo-
rek sg uzywane do sledzenia biologicznych pro-
cesow zwigzanych z poszezegdlnymi stadiami
spermatogenezy — specjalna technika (Staput)
umozliwila rozdzielenie poszczegolnych typow
komoérek rozrodczych w zaleznosci od szybko-
§ci ich sedymentacji.

Hodowla tkanek jest dalszym przykladem
przystosowania nowej drogi laboratoryjnej do
badania komorek rozrodczych meskich. Nalezy
tu cienkowarstwowa hodowla kanalikéw na-
sieniotworczych do wykazania tworzenia sig te-
stosteronu z najblizszych prekursoréw stero-
idéw (5); wysitki te umozliwily odtworzenie in
vitro wezesnych stadiow spermatogenezy (13).
Takze powodzeniem zakonczyly sie ekspery-
menty z uzyskaniem hodowli tkankowych ka-
nalikéw przewodu nasieniowodu w badaniach
nad dojrzewaniem plemnikow (12).

Nowe wiadomosci dotyczace akrosomu i jadra
plemnika

Na drodze lgczenia obserwacji ultrastruktury
z analizami biochemicznymi, zostal dokonany
duzy krok naprzéd w badaniach nad dwoma
gléwnymi skladnikami giéwki plemnika tj. nad
akrosomem i jadrem. Bardzo istotnym odkry-
ciem stalo sie uzyskanie danych, ze akrosom
jest specjalng formg lizosowa, rozwinietg dla
umozliwienia penetracji plemnika do komorki
jajowej (1).

Jednym z enzymoéw lizosomalnych akrosomu,
ktéory wydaje sie byé bezposrednio zwigzany
z penetracja otoczki przejrzystej jest akrosin.
Enzym ten moze by¢ unieczynniany przez inhi-
bitory akrosinu, ktére wystepujg w osoczu na-
sienia. Mozna przypuszczaé ze te inhibitory 13-
czg sie z akrosinem tylko w plemmikach usz-
kodzonych, albo ze zniszczonym akrosomem i
ze te inhibitory dzialajg na drodze zapobiega-
nia dostania sie do komoérek jajowych uszko-
dzonych plemnikéw.

Odnosnie jadra plemnika i jego funkcji, za-
interesowania przenosza sie z badan nad ana-
liza DNA samej na badanie kompleksu DNA-

644

samecow

biatko. W przeciwienstwie do wczeéniejszych
pogladéw zmiennoéé zawartosci DNA jako ta-
kiej nie jest koniecznie zwigzana z obnizong
plodnoscia samcow zwierzat gospodarskich, a
takze okazalo sie, ze nie istnieje istotna réz-
nica w zawartosci DNA miedzy plemnikami
normalnymi, a plemnikami o nienormalnym
ksztalcie glowki (7).

Natomiast okazalo sig, ze niektére formy ob-
nizonej plodnosci u samcéw sg zwigzane z u-
szkodzeniem strukfury kompleksu DNA-biatko,
co moze wystepowaé albo w zwigzaniach mie-
dzy DNA a biatkami jadra, albo w samym
biatku. Uwaza sie ze w jadrach (testis) bialko
jadra komorkowego przechodzi serie kolejno
fostorylacji 1 defosforylacji, w czasie ktorych
DNA-biatko staje sie stopniowo bardziej $ciste
i bardziej stabilne.

Rownocze$nie obniza sie zdolno$é¢ jgdra ko-
morkowego plemnika do barwienia sie odczyn-
nikiem Feulgena. W przeciwienstwie do daw-
nych pogladéw obecnie wiemy, ze obnizenije sie
wrazliwosci na to barwienie nie jest spowodo-
wane przez redukcje zawartosci DNA, ale jest
wynikiem zmian w stanie wigzan DNA-bialko
(6). Zmianom tym przypuszczalnie towarzysza
rowniez przeksztalcenia wigzan bialkowych Sh
w mostki S-S.

Specjalne zainteresowanie budzi odkrycie, ze
mozna rozrozni¢ ludzkie plemniki, ktore sg no-
$nikami x i y chromosoméw, na drodze bada-
nia i wlasciwosci fluorescencyjnych w $wietle
ultrafioletu po zabarwieniu kwinakryng (qui-
nacrine musturd).

Jezeli podobne wlasciwosci udaloby sie wy-
kaza¢ w plemnikach zwierzat gospodarskich, to
prowadziloby to do rozwiniecia szybkich préb
plemnikéw zawierajacych x i y chromosom do
odpowiednich frakeji nasienia przygotowanego
do sztucznego unasieniania. Dotychezas jednak
nie udalo sie uzyskaé¢ zadowalajgcego rozdzie-
lenia na drodze elektroforezy, sendymentacji
i innych metod. Bardziej obiecujacym podej-
sciem moze byé uzycie specyficznych antyge-
now plemnikéw; taka metoda w zastosowaniu
do myszy, podawana jest jako czesciowo sku-
teczna.

Glebokie zamrazanie nasienia

O historycznym znaczeniu jest wiadomosé, ze
niektore probki nasienia buhaja, ktore byly za-
dawane glicerolem 1 przechowywane w CO,
(—79°C) przez prawie éwieré wieku zawieraja
jeszcze zywe plemniki i uzyte do sztucznego
unasieniania pozwalajg na produkcje normal-
nego przychowku. Na przestrzeni ubieglego ok-
resu czasu, liczne usprawnienia zostaly doko-
nane w przechowywaniu nasienia mrozonego,
a uzycie plynnego azotu (—196°C) jest ogoélnie
stosowang metodg w praktyce. Mimo tego po-
zostajg jeszcze niektére nierozwigzane proble-
my w przechowywaniu nasienia. Jednym z ta-
kich jest wystepowanie réznic w ,,zamrazalno-

§ci” nasienia pobieranego od poszczegdlnych
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zwierzat tego samego gatunku co zostalo wyka-
zane w eksperymentach Stewarta i wsp. (14)
nad unasienianiem kréw mieszanym nasieniem.
Przy unasienianiu nasieniem s$wiezym, zawie-
rajagcym rowng ilo§¢ plemnikéw od 4 buhajow
okazalo sie, ze liczba potomstwa uzyskanego po
kazdym z nich byla taka sama, ale kiedy kro-
wy byly unasieniane nasieniem tych samych
buhajow, ale poprzednio zamrozonym przed
zmieszaniem, jeden z 4 buhajow byl ojcem az
50% potomstwa. Takze brak nam zadowalaja-
cej odpowiedzi na pytanie dlaczego nasienie,
ktore po rozmrozeniu wykazuje zadowalajacy
ruch plemnikéw, niekoniecznie musi posiadaé
zdolnoéé do zaplodnienia. To zagadnienie do-
tyezy w wysokim stopniu nie tylko zwierzat
gospodarskich, a takze czlowieka, gdyz nastep-
stwa moga by¢ znacznie groZniejsze ze wzgle-
du na ewentualne uszkodzenia genetyczne oj-
cowskie] chromatyny na skutek zamrazania i
rozmrazania nasienia.

Kazdy gatunek pod tym wzgledem wykazuje
specyficzny problem i miary skutecznosci oslta-
niania plemnikéw buhaja przed uszkodzeniem
W czasie zamrazania i rozmrazania nie moga
by¢ stosowane do czlowieka. Podobna sytuacja
jest w odniesieniu do wrazliwos$ci na wsirzas
chlodowy. Uwaza sie, ze plemniki czlowieka
znoszg_nagle ochlodzenie do temp. nieco po-
nad 0°C znacznie lepiej niz plemniki buhaja,
ale plemniki knura sg najbardziej wrazliwe na
schladzanie, nawet jezeli ten proces przebiega
stosunkowo powoli.

Takze skutecznos¢ oslaniajacych dodatkéw
jest rézna u poszczegdlnych gatunkéw. U knura
spo$réd kilku badanych fosfolipidéw, seryna
fosfatydylowa okazala sie najbardziej skutecz-
na w ostonie plemnikow przeciwko niekorzyst-
nym efektom zamrozenia (3).

W naszym laboratorium poswiecono wiele
wysitkow dla zbadania jakie biochemiczne me-
chanizmy biorg udzial w procesie starzenia sie
plemnikow w czasie ich przechowywania, a
takze w rezultacie wstrzgsu chlodowego (8, 10,
15).

Miedzy innymi stwierdzilismy, ze wyciekanie
miedzykomoérkowych skladnikéw waznych zy-
ciowo, takich jak cykliczny monofosforan ade-
nozyny, jest jednym ze zjawisk zwigzanych ze
starzeniem sie plemnikéw. Tworzenie sie nad-
tlenkow lipidowych (lipid peroxides) z plazma-
logenu plemnika jest inna charakterystyczng
zmiang, ktéra wystepuje w czasie przechowy-
wania plemnikéw w warunkach tlenowych.

Poréwnawcze aspekty biologii plemnika

Jak wszedzie w biologii znaczenie podejscia
porownawczego do probleméw zwigzanych z
gametami mieskimi, zostalo wiezesnie docenio-
ne. Poglad ten znalaz! goracych obroncow mie-
dzy licznymi pionierami, wlaczajagec w to Emi-
la Godlewskiego, ktérego pracownia w Krako-
wie wniosla pod tym wzgledem wiele cennych
danych. Od tego czasu ogromne postepy zosta-

ly dokonane w badaniach poréwnawczych na
plemnikach, ktorych przeglad zostal podany w
-1975 r. w publikacji Linnean Society w Lon-
dynie w dziele ,,The Biology of the Male Ga-
mete” — materialy te obejmujg nie tylko
zwierzeta ale gamety ro$lin.

Przy wysuwaniu ogdlnych hipotez, zwigza-
nych z takimi zjawiskami jak ruchliwo$é plem-
nikow, przezywalnos¢ albo metabolizm musi-
my by¢ specjalnie ostrozni. W zwiazku z tym
chcialbym wspomnieé o moich wlasnych do-
swiadczeniach. W mojej weczedniejszej pracy
z nasieniem buhaja i tryka moglem wykazaé,
ze plemniki moga przezywaé beztlenowo prze-
ksztalcajac cukier nasienia, fruktoze w L (+)
kwas mlekowy (9), ale ostatnio w czasie badan
nad beztlenowym przezywaniem plemnikéw u
Octopusa w Poélnocnym Pacyfiku stwierdzilis-
my, ze te plemniki moga korzystaé z innego
metabolizmu, przeksztalcajac glikogen w D
(—) kwas mlekowy (11).

Ten moze niepelny przeglad kilku ostatnich
osiagnie¢ w biologii gamet meskich mam na-
dzieje da pewien wglad w drogi, ktorymi bie-
gnie postep w tej dziedzinie.
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Tiumaczyt: Wiadystaw Bielanski

HARKNESS J. W.,, PATTISON A. M, SCOTIT A. C.:
Wirus zakainego zapalenia torby Fabrycjusza: mor-
fologia wirusa w mikroskopie elektronowym po wy-
barwieniu negatywnym. (Infectious bursal disease
agent: morphology by negative stain electron micro-
scopy). Archives Virology, 48, 63—75, 1975 (1).

Wirus zakaznego zapalenia torby Fabrycego w pre-
paratach z mikroskopu elektronowego wybarwionych
negatywnie wystepuje jako drobne czgsteczki o wy-
miarach 18—20 nm i jako czgsteczki wieksze o wy-
miarach 55—64 nm. Wirion o ksztalcie heksagonal-
nym zawiera 4 identyczne jednostki ulozone na kra-
wedzi heksagonu. Kapsomery o wymiarach 8—9 nm
maja ksztalt sferyczny lub cylindryczny. W prepa-
ratach wirusa oczyszczanych w gradiencie sacharozy
czasteczki wirusa sg otoczone blong komoérkows, kto-
ra tworzy pseudo otoczke. Badania w duzym powiek-
szeniu wykazaly, ze male czgsteczki skladajg sie z 4
podjednostek o $rednicy réwnej srednicy kapsomerow,
wchodzacych w sklad duzych czgsteczek wirusowych.
Morfologia wirusa zapalenia torby Fabrycjusza w pre-
paratach wybarwionych negatywnie wykazuje duze
podobienstwo z morfologia wirusa bleutongue i1 wi-
rusa martwicy trzustki pstraggdéw.

G.
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